Avaliação da toxicidade de Piraclostrobin, Epoxiconazol e sua mistura em alga Pseudokirchneriella subcapitata. by PRESTES, E. B. et al.
AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DE PIRACLOSTROBIN, 
EPOXICONAZOL E SUA MISTURA EM ALGA 
Pseudokirchneriella subcapitata
ELIZABETH BIAGIONI PRESTES*
CLAUDIO MARTÍN JONSSON** 
VERA LÚCIA S. S. DE CASTRO***
Estudou-se o efeito toxicológico (inibição de crescimento) de 
formulações fungicidas à base de piraclostrobin e epoxiconazol, 
isoladamente e em formulação conjugada, sobre a alga 
Pseudokirchneriella subcapitata mediante determinação da 
Concentração Efetiva Média (CE50-72 h) dos princípios ativos de 
cada uma das formulações. Foram encontrados valores de CE50-
72 h de 5,57 mg.L-1 para a formulação à base de piraclostrobin, 
de 1,14 mg.L-1 para a formulação à base de epoxiconazol e de 
0,20 mg.L-1 para a formulação conjugada. O piraclostrobin apresentou 
menor toxicidade às algas em relação aos dados encontrados na 
literatura, o epoxiconazol resultados semelhantes e a mistura maior 
toxicidade.  A análise isobolográfi ca e a determinação do Índice de 
Aditividade (IA) sugerem forte sinergismo da mistura quanto à sua 
ação tóxica sobre o organismo-teste. Esse fato realça a necessidade 
de revisão dos padrões limitantes desses fungicidas em corpos de 
água, os quais tendem a subestimar os efeitos adversos resultantes 
da combinação dos agentes tóxicos.
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1 INTRODUÇÃO
Entre os fungicidas disponíveis no mercado destacam-se as misturas de princípios ativos 
pertencentes às classes dos triazois e estrobilurinas, tais como o epoxiconazol e o piraclostrobin, 
respectivamente. No mercado brasileiro encontram-se disponíveis para venda formulações à base 
das duas substâncias isoladas e conjugadas entre si.
A ação dos triazois decorre da inibição do esterol 14α-demetilase (codifi cado pelo gene 
CYP51) em bolores e leveduras, bloqueando a biossíntese do ergosterol, componente essencial 
das membranas celulares desses organismos (ZARN, BRUSCHWEILER e SCHLATTER, 2003). Já 
as estrobilurinas agem inibindo a respiração mitocondrial pela ligação ao citocromo b, bloqueando a 
geração de ATP (BARTLETT et al., 2002). 
Pelas características inerentes de sua utilização, fungicidas podem atingir os ambientes 
aquáticos circundantes aos locais de aplicação, contaminando águas superfi ciais e levando injúria 
à fauna e à fl ora aquática presentes. Apesar de serem encontrados na literatura trabalhos relativos 
aos efeitos ecotoxicológicos dos triazois sobre organismos aquáticos, são poucos os estudos sobre 
as estrobilurinas ou das duas substâncias conjugadas. 
A Pseudokirchneriella subcapitata, alga clorofícea unicelular, é amplamente empregada 
na avaliação de risco e monitoramento de poluentes, sendo recomendado o seu uso por órgãos 
internacionais (OECD, 1984; GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990; JANSSEN e HEIJERICK, 
2003).
No presente trabalho avaliou-se o efeito toxicológico de formulações fungicidas à base de 
piraclostrobin, epoxiconazol e sua mistura sobre a alga Pseudokirchneriella subcapitata, mediante 
determinação da Concentração Efetiva Média (CE50-72 h) de cada uma das formulações. 
2 MATERIAL E MÉTODOS
Foram testadas formulações de fungicidas à base de piraclostrobin (25,0% m/v), 
epoxiconazol (12,5% m/v) e de sua mistura (piraclostrobin a 13,3% m/v e epoxiconazol a 
5,0% m/v), oriundos de apresentações comerciais disponíveis no mercado. Como organismo-
teste utilizou-se a alga clorofícea unicelular Pseudokirchneriella subcapitata (anteriormente 
denominada Selenastrum capricornutum), cultivada em meio conforme metodologia preconizada 
pela OECD (1984), em sala climatizada sob temperatura controlada a 20±2ºC e luminosidade de 
1.000 lux. A suspensão algácea foi distribuída em placas de Petri de maneira que no volume fi nal 
de 15 mL por placa houvesse a concentração algácea de 104 a 105 células.mL-1. Adicionaram-
se os fungicidas a serem testados de maneira a serem obtidas concentrações de 0,01; 0,10; 
1,00; 10,00 e 100,00 mg.L-1 de substância ativa. Nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas de exposição 
aos fungicidas foram tomadas alíquotas das suspensões algáceas para a contagem celular, 
em câmara de Neubauer, a fi m de se determinar a Concentração Efetiva Média (CE50-72 h) dos 
agentes tóxicos.
O cálculo da CE50-72 h baseou-se na inibição relativa da taxa de crescimento dos organismos 
em função da concentração do princípio ativo. Para o cálculo das taxas de crescimento utilizaram-se 
os valores de inclinação da regressão linear das respectivas curvas de crescimento em função do 
tempo. Os dados foram tratados pelo módulo Simple Regression, contido no programa Statgraphics 
Plus (MANUGISTICS, 2001), o que permitiu calcular a CE50-72 h e seu intervalo de confi ança 95%, 
além de determinar o modelo de regressão pelo melhor ajuste dos dados.  
A análise isobolográfi ca e o cálculo do Índice de Aditividade, segundo Marking (1977, 
1985), permitiram avaliar a ocorrência de efeito sinérgico, antagônico ou aditivo dos ingredientes 
na mistura sobre o organismo-teste. O grau de magnifi cação do efeito foi determinado segundo 
procedimento descrito pelo mesmo autor.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
3.1 PIRACLOSTROBIN
Nos grupos tratados com o fungicida piraclostrobin, verifi cou-se redução no crescimento da 
população algácea proporcional ao aumento da concentração de exposição ao agente químico.
Em 72 horas de exposição, considerando-se os valores absolutos, o grupo tratado com a 
menor concentração do fungicida apresentou a maior população algácea (97,5 x 105 cél.mL-1) e o 
grupo com a maior concentração do fungicida evidenciou a menor população (9,3 x 105 cél.mL-1). O 
grupo controle, com população de 15 x 105 cél.mL-1 no tempo zero, atingiu contagem maior que sete 
vezes no último dia de análise (113,8 x 105 cél.mL-1), como observado na Figura 1. 
FIGURA 1 - CURVAS DE CRESCIMENTO DE P. subcapitata EXPOSTA A DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE PIRACLOSTROBIN
Nota: Cada ponto representa a média de observações pertencentes a quatro réplicas.
Avaliando a diferença de crescimento algáceo entre os grupos no tempo de 72 h de 
exposição (Δ crescimento), observa-se que o grupo exposto a 0,01 mg.L-1 foi o que apresentou o 
maior crescimento, com aumento total de 87,5 x 105 cél.mL-1. Já o grupo exposto a 100,00 mg.L-1 
revelou o menor aumento total, com 7,3 x 105 cél.mL-1.
Face aos resultados obtidos, a CE50-72 h para o piraclostrobin foi de 5,57 mg.L
-1 (Tabela 1). 
Ochoa-Acuña et al. (2009) obtiveram valor de CE50 (72 h) equivalente a 1,40 mg.L
-1 para a mesma 
espécie de alga. 
São encontrados na literatura resultados díspares entre trabalhos com fungicidas da classe 
das estrobilurinas. Ochoa-Acuña et al. (2009), estudando o azoxistrobin com a mesma espécie 
de alga, constataram CE50-72 h de 0,23 mg.L
-1, enquanto Tomlin (2000) estabeleceu o valor de 
0,12 mg.L-1. Estudos de toxicidade em algas com outros fungicidas pertencentes à classe das 
estrobilurinas foram realizados. Godwin et al. (2000) verifi caram CE50-72 h de 0,06 mg.L
-1 para 
piraclostrobin. Já para o cresoxim-metílico, estudos divulgados pela Autoridade Nacional de 
Registro de Químicos Agrícolas e Veterinários da Austrália (NRA, 2000) estabelece CE50-72 h para 
P. subcapitata de 0,07 mg.L-1. Ochoa-Acuña et al. (2009), estudando a mesma espécie de alga, 
obtiveram o valor de CE50-72 h de 0,12 mg.L
-1 para o trifl oxistrobin, outro fungicida da classe das 
estrobilurinas. 
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TABELA 1 - PARÂMETROS TOXICOLÓGICOS PARA P. subcapitata EXPOSTA A 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE PIRACLOSTROBIN, E 
POXICONAZOL E SUA MISTURA POR 72 HORAS
3.2 EPOXICONAZOL
Nos grupos tratados com o epoxiconazol, o aumento da concentração de exposição ao 
agente químico implicou na redução do crescimento da população algácea. Às 72 horas de exposição, 
verifi cou-se a maior população (50,5 x 105 cél.mL-1) em valores absolutos no grupo exposto a 
0,01 mg.L-1 e a menor população (2,8 x 105 cél.mL-1) nos grupos expostos a 10,00 e 100,00 mg.L-1. 
O grupo controle revelou a maior população ao fi nal do experimento (98,0 x 105 cél.mL-1) e a maior 
taxa de crescimento populacional, conforme a Figura 2.
FIGURA 2 - CURVAS DE CRESCIMENTO DE P. subcapitata EXPOSTA A DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE EPOXICONAZOL
Nota: Cada ponto representa a média de observações pertencentes a quatro réplicas.
Face aos resultados obtidos, a CE50-72 h para o epoxiconazol foi de 1,14 mg.L
-1 (Tabela 1). 
O valor encontrado no presente estudo fi cou próximo do valor determinado por Probst et al. (2005) 
em algas verdes, ou seja, CE50-72 h de 1,66 mg.L
-1. Ochoa-Acuña et al. (2009) expondo a mesma 
espécie de alga ao propiconazol encontraram CE50-72 h de 0,39 mg.L
-1 para esse fungicida, também 
pertencente ao grupo dos triazois.
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3.3 MISTURA (PIRACLOSTROBIN + EPOXICONAZOL)
  Assim como para os produtos testados isoladamente, o aumento da concentração dos 
componentes da mistura (piraclostrobin + epoxiconazol) exerceu redução no crescimento da 
população algácea.
Considerando os valores absolutos, o grupo tratado com a menor concentração de fungicida 
apresentou em 72 horas de exposição a maior população algácea (29,5 x 105 cél.mL-1) e o grupo 
com a maior concentração, a menor população (3,5 x 105 cél.mL-1). O grupo controle, com população 
de 10,5 x 105 cél.mL-1 no tempo zero, demonstrou no último dia de análise aumento próximo de oito 
vezes na sua população (83,8 x 105 cél.mL-1), conforme observado na Figura 3.
FIGURA 3 - CURVAS DE CRESCIMENTO DE P. subcapitata EXPOSTA A DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DA MISTURA (PIRACLOSTROBIN + EPOXICONAZOL)
Nota:  Cada ponto representa a média de observações pertencentes a quatro réplicas. 
Ao se analisar a diferença de crescimento algáceo em 72 h (Δ crescimento) observa-se 
que o grupo exposto a 0,01 mg.L-1 mostrou a maior taxa de crescimento, com aumento total de 
23,5 x 105 cél.mL-1. Já os grupos expostos a concentrações iguais ou acima de 1,0 mg.L-1 da mistura 
apresentaram crescimento irrelevante da sua população.
Face aos resultados obtidos, a CE50-72 h para a mistura (piraclostrobin + epoxiconazol) foi 
de 0,20 mg.L-1 (Tabela 1). 
A escassez de trabalhos disponíveis na literatura com a utilização da mistura difi culta a 
comparação dos resultados. O fabricante de uma das apresentações comerciais, cuja formulação 
constitui-se de piraclostrobin (12,5% m/m) + epoxiconazol (4,7% m/m) divulgou CE50-72 h > 
3,00 mg.L-1 para algas, não sendo citada a espécie (BASF, 2009). Para outro produto comercial 
do mesmo fabricante, com a associação de epoxiconazol (11,5% m/m) e a estrobilurina cresoxim-
metílico (11,5% m/m) consta CE50-72 h para P. subcapitata de 0,39 mg.L
-1 (BASF, 2003).Para a 
mesma associação em diferentes porcentagens (12,5% m/v de epoxiconazol e 12,5% m/v de 
cresoxim-metílico), outro fabricante informou CE50-72 h de 0,05 mg.L
-1 (MILENIA AGROCIÊNCIAS, 
2007).
Considerando os valores de CE50-72 h encontrados neste trabalho, todos os fungicidas 
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analisados classifi cam-se como “altamente tóxicos” conforme critério da U.S. Environmental 
Protection Agency (1985).
3.4. ANÁLISE ISOBOLOGRÁFICA
A análise isobolográfi ca e o cálculo do Índice de Aditividade (IA) equivalendo a 12,6 sugerem 
forte sinergismo dos fungicidas na mistura, quanto à sua ação tóxica sobre o organismo-teste. Deste 
modo, estima-se fator de magnifi cação de toxicidade de 13,6 vezes em relação à toxicidade individual 
de cada composto. Esses achados, de certo modo, corroboram as observações de Coors e Frische 
(2011), que realizaram a predição da toxicidade aquática de formulações comerciais contendo 
misturas de agrotóxicos. Tais autores detectaram interação sinérgica que impede o crescimento 
algáceo por misturas de fungicidas que inibem diferentes enzimas da síntese do ergosterol. Além da 
presença em fungos, esse composto tem sido detectado em algas clorofíceas unicelulares como o 
maior constituinte dos esterois (PATTERSON, 1969).
FIGURA 4 - ANÁLISE ISOBOLOGRÁFICA PARA PIRACLOSTROBIN E EPOXICONAZOL
Nota: O ponto abaixo da reta (sinergismo) representa a concentração da combinação piraclostrobin + epoxiconazol que 
causa 50% de inibição de crescimento algáceo. O Índice de Aditividade (IA) calculado para esse ponto equivale a 12,6.
4 CONCLUSÃO
No presente trabalho, o piraclostrobin apresentou menor toxicidade às algas que os 
resultados encontrados na literatura. O epoxiconazol, por sua vez, obteve resultado semelhante ao 
da literatura e a mistura dos dois fungicidas mostrou toxicidade maior. Entretanto, deve-se levar em 
conta a grande variabilidade  dos resultados entre os diferentes trabalhos divulgados na literatura 
sobre a toxicidade desses produtos em algas.
Estudos posteriores que avaliem a variação de sensibilidade entre os diversos cultivos 
algáceos,  provenientes de laboratórios diferentes poderiam oferecer visão mais ampla sobre a 
infl uência desse fator nos testes de toxicidade. 
O forte sinergismo entre os dois compostos da mistura realça a necessidade de revisão 
dos padrões limitantes desses fungicidas em corpos de água, que tendem a subestimar os efeitos 
adversos resultantes da combinação dos agentes tóxicos. 
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Além do fornecimento de informações associadas às estimativas de limites máximos 
permissíveis na água para misturas de fungicidas, os dados são úteis para o planejamento de estudos 
em longo prazo, à comparação de toxicidade entre poluentes e o conhecimento de interações de 
poluentes em organismos não alvo. 
ABSTRACT
TOXICITY OF FORMULATIONS BASED ON PIRACLOSTROBIN, EPOXICONAZOLE AND ITS 
COMBINATION ON ALGAE Pseudokirchneriella subcapitata
Was investigated the toxicological effect (growth inhibition) of fungicides formulations based on piraclostrobin, 
epoxiconazole and its combined formulation over algae Pseudokirchneriella subcapitata by determination of 
Mean Effective Concentration (EC50-72 h) of each formulation active compounds. Were observed values of  EC50-
72 h  of 5.57 mg.L-1 for piraclostrobin-based formulation, of 1.14 mg.L-1 for epoxiconazol-based formulation and 
0.20 mg.L-1 for combined formulation. Piraclostrobin presented lower toxicity to algae when compared to data 
exposed on the literature, epoxiconazole had similar results and combined fungicides had a higher toxicity. 
Isobolographic analysis and additive index (AI) determination suggest a strong synergism of the mixture considering 
toxic action on test-organism. This fact highlights that is required a revision of those pesticides limiting standard in 
aquatic environment which tends to underestimate adverse effects resulting from combination of toxic agents.
KEY-WORDS: PIRACLOSTROBIN; EPOXICONAZOLE; TOXICITY; Pseudokirchneriella subcapitata.  
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